Some Hosts and Properties of Tobacco Rattle Virus Infecting Crocus by Inouye, Narinobu et al.
L!kL学研')cL61:105-日8(19RC)
ク ロ ッカスか ら分離 され た tobacco
rattlevirusの性質
井 上 成 信 ･前 田 争 憲 ･光 畑 興 二
クロッカスの ウイルス蛸の 病原 ウイルスと Lてほ, 外 国 では beanyellow mosaic
virus4･27),cucumbermosaicvirus30),crocusbreakingvirus28),1rismosaicvirus30),










TRVは炊米でそよ.タ/,1コ,ジャガイモ,7スター などu)各砧の肌物に 発生,Ji認め られ
ている12･‖'.わが間では,TRVl上抑九･中山 (1967)35'が タ/(コ基えそ病について 撞C.-I
して以丸 7スターLS),スイセンLT),ダイス28',ホウL,/ソウ (井上忠男 未発表)から,
また輸入検疫中の11ユー')ノブ22)や ヒヤシンス81)から挟lIJされている.
TRVはに短2年).の柁十からなる5･持ftf:_ウイルスであ り, 本報 クロッカスから分離 さ
れた TRV i,長短 2型(FLY:(.(-40-50nm;長粒T･180-190nm)からなって いるが,そ
の矩粒j=.の 良さは 既組の件他系統 (矩粒子451日5nm,反粒子180-200nm)12･14)の中で




.誘き]1.たもの (未発ぷ), スイセ･/からの TRl~-N分耽抹妓びに TRVIN抗Jhil-i(NIAES7OO3)
は出†り(席/frJ3ti業稽月計主脈研7EJ所rl:･木浦朗仲i:から分訳されたものを供試した.沈降定数のLji敏には




心研唯の一肌 岬 和55'LF瓜 文部m rf:7JFJjuLr榊肋金 (課越節埠448041)によっ7:行われた･
105
実 験 材 料 と 方 法
原株からのウイルスの分離 原株クロッカスの病葉に合せ,ttていた2柾のウイルス粒子
形,御子t状粒 flとひも状粒-1'(Po亡yvirus粧 クイル ス誘導uj細胞質内封入体の破)'Jも軌




に接排し,ついでツルナと N.clevelandiiに接種した, こ.iLらの捕射 二は,ti顕観鮎 二




汁液接種 汁披接種は0,1M りん慨綻'fJtJ液 (pH7.O)を加えて柄瀕をHI'.L砕し,カーボラ
ンダムを用いた常法により温室内で行った,寄主逓｢咽などの汁酷は概には N･clcvelandii
の病基を接種源とした.越路後20-35F]頃までの納徴o')有無を観察Lたのち,無病徴およ




プラムシ (Myzuspers‡cae)を川いた.絶食 1時間後,ツルナの接櫛柄盛 上に放ち, 煉 り
挿入 (probing)による粧fL卓吸汗縫,匪'捌 Lて物ツルナに20匹宛放別L,24時日"の接.W･Uji
汁後,アブラムシを殺出した.
粗汁液中での安定性 N.clevelandiiJJよび ツルナ 捕 葉 に0,01M りん恨緩衝液 (pH
7,0)を加えて僻砕したものを二重のガーゼで掩汁したのち,3.000rpmlO分間速心分断
した上清液を用いた｣ 炎定植腰Jには C.amaranticolorを用いた.
ウイルスの純化 ツルナの接種病基に,0,1M りん恨巌衝液 pH7.0(0.1%thioglycoHic
acidを含む)を3倍血加えて附 砕したのち, _ rf.a) ガー ヒて搾汁し,1/5utのtiqlh化成
,-J,;を加えて5分聞振軸したのち,3.000TPm15分間 遠心分離を行った.その上清に 1%
TrltOnX-100.0.1MNaCl,6%PEGを加えて 6r脚 日放f'TLたのち 6,000×rJで 20分間退
心分離した,沈毅を0.01M りん慨綻師牧に溶解し,5,500×920分間と62,000×990分
間の分Irl.j通心を2日･l繰返した.こjlなさr)に 10-40%腔柑確 度勾配遠心を行って 狩られ
た 2つの沈降バ./ド,ir,抹鮎したのち,両者/i/al.合し,摺析および道心分離を行って純化ウ
イルスが得られた.
血清反応法 本 ウイルスに対する抗血祁 (よ純化Jl'Flul.Jlを抗原とLて 家兎に 7ンユバント
(Difcoincomplete)を加えた筋肉往射,lf4l,1(ウイルス枯8mg)と静脈注射を3回 (ウ
イルス鼠 11mg)行って得られた.スイセンからのTRVN分離株に対する抗血清 17)(Nト




Ⅴ-Sp)(未発表)および 岩木満朗博士から分譲された TRV-NI/I此肘 7'をそれぞれ N.
clevelandiiに接威し, ウイルスを部分純化Lて払拭した. 血清反応.試写和文徴滴反応法と
寒 =^ゲル内二重鋸 投法とにより35oCで行った. さらに免疫電新法によっても窯駈 Lた.
沈降定数の測定 沈降延数 (S2｡,W)はrl立分析用 抱遠心 機282型, ロータ liA60HC
を川い, 本ウイルスの純化標品液 (0.01M りん恨経机液 pH7.0に溶解, ウイルス招き度
4mg/mE)を測'/Eした,
電顕観察 ウイルス杓子は2%1)ンタングステン慨 (pH7.0)をJT]いた常法のDN法に
より作成した試料および純化削 .もにつき1El.Wi微紙 用 立 HU-12)で秋空1た.感染hlt
物の超薄切)ト試畑土病薬の細片を6%グルタル7/i,-)-ヒl/と1%lj_L]酸化 オス ミウム とで
ー'.･丁川Il促 L,エタノール脱水後,-I-Ft-ノク刷胴†二也叩 Lて浦岬 )にL,FWlnl/eウラニ′Lとク
エ/櫓とて二重敗色LTL紬て観察な行っr二.
実 験 結 果
1.原 株 の 病 徴












も見られた (PlateI,7),日放力､灘 遇Lたのちに′L暫し′た葉にく.L柄級が軒 く,また病徽cT)
見られないものもあった,
N.tabacum cvs,Samsun,WhiteBurLey:接種巣に 接穂後2-5日r]には じめ 起CL
王勘まを生じ, のち 5-12mm大のえそ輪点を形成した LPlateI.2,3).えそは 支脈 また
は菓脈上に少し仲良した 小足itLl_の輪点とrilった. 全身懸勤し,接怖後 11-13日 Flに上薬
にえそ)乱与Lあるいは 2-6mm大のえそ斬'付点を/土じ, また えそ軌 1･､が .iri脈や=1-脈に 洪っ














































ホウレンソウ:接･篠路2-5口Ljに接敵輩に 1-2mm大cJ淡い退色斑点を生 じ, のち
灰白色のえそ輸点となった.全身惑放し,はじめ 1mm大の退色斑点を生 じ,のち拡人し
てモザイク托状をS_し,また萎縮や奇形 も/i-じた.2-2.5mrn大の退色輪点も克ちjLL
ツルナ二描位後 2日日頃より,接相葉に灰1色の小えそ斑点 またはえそ輸点 (0.5-1,5
mm)を生 じた.のちそo)えそ輪点の外仙こえそ斑点を/_巨じ,また建ちたって教 重の輸紋
となった.全身感梁 し,上薬に灰l-1色のえそ輸紋 を ′E.じたが,のちその外側に接威我の痛
斑と同様,えそ馳 1i､の連続にLtる愉紋を形成 し,のち数痕の小定形輸蚊 とri:り,病斑部が
凄縮し,奇形薬を′Lじた (PlateI.8).
ヒ1･クニチソウ:接稚後 3F=｣に,接紹態に えそ招′卓 または えそ輪点を隼 じた (Pla[e
I.9).全身感染しなかった.
C･quinoa:接種後3日臼;r=はじめ退色軌 r.て･､を/i･.じ,rl,心(,=小えそ軌 某を形成 した.普
たはじめ退色輸点を生 じまもな くえそ齢点となかfL,の も見られた,
本ウイ′レス 二ホウソンソウからの TRV-Sp分淋株, タバ コからの TRV-T 分離株,
およびスイセンからの TRV-N 分軌株 U)主な植物におけろ布/封生の比較を Table2に示
した.本ウイルスは N･clevelandliの全身的初 陣 潤 として 退色臥 ､■よとともに えそ斑点
を生ずること,また ヒャクニチソウの積成典にえそ輪点を/仁ず ることが他の3分配棟とl'iミ
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I-_(1輸紋を!卜じ,また七ソ二チコ列 r全身蛙放 しf:れ 他の3分新株で まDISlramonLum
に同部病坊の入,7スターにえそ存/l･-_した.TRY-Sp分離株と TRV-T /)L酢株とは大き
な追いが見られなかった杭 TRV Spは N.clevelandiiのは種薬にえそ輪,.'沖 '1.-_じ,七





肺病 N.clevelandii葉机デ用糾-｣亡の木 ウイルスは, 桁釈恥 圧が 1014-10-3, 不抑 ヒ渥
控が 75-80oC lo介,保Tf-駅哩が 20oCで 6カJ]W以上であった･
5.純化ウイルスの性質
紫外部吸収 純化ウイルス腔品の紫外恥T)llL州 税は 248nm おrlこび 258nm にそれぞれ
搬小および柚大吸収があ り,A2｡｡/A28｡が 1.16でもった･




了-の長 さは 2000分の 1mmの gratlngの帖をJ左
準とLて測定 し,その長さの 分布を Fig･1に/r:
した. 純化捺品試料に おける ウイルス TtL/:)I-は長
さが 180-190nm と40-50nmに 2つの =-1を も
ち,両形相 (とも幅約 24nmの総枠状で あった




orjftli-√ra_)長 さJ.土約 180-190nm と90-1001mで
あった.
沈降定数 分U-TJr-]超過心細を用いて本ウイルス





lt;=Jの粒-f･ほ, 長 さの分布 (Fig.1)で中側に_LHが
み られなかった ことから, i･if:iJ'-の aggregate
にLiるものかもしれないと考えられI'-.


















た. 本坑山前は 徴滴iJ,:および 塞大ゲル内拡散法
で, 本 ウイルス純化軌Ir.Tとl/64希釈涯 まで 反応がIlらjLl二.
寒天ゲル内拡散法 本批血t'iCt純分純化した本ウイルス,ホウレ./ソウからのTRVSp
分離性,タバ コか らの TRV-T 分離 米とよく反応lT=れ ス イt二ソか らの TRV-N 分推
称とは反応 しなか った (PlatelI･1,2).反応した前宅3分即株の反応抑 よゆ .'TL,spur
か形成さ,11なかった.TRV-N l山加守は TRV-N 分此廿とよく反応したが,木 ウイルス,
TRVISp分離抹お.とび TRV-T 分掛 妹とLZ応しなかった (PlateII.2).
免疫電顕法 血捕1,LlLと:を仏唆'F【工抑払により調べ/こ結果,本 ウイルスは本.)イルスに対す
る抗血相とよく蘭 亡こし,柑了の糊 りに iJl体の一寸満がみ ちかた (PlaLelI.5)れ TRV-N
分離株は本坑血桁とJ史応LナCかった, また TRV-N抗血清は homologousな机 rHとで)A
応 したが,本 ウイル スとJIJi応 Lなかった.
以 ヒの血清反応のも一.q上, 本 1〉イノLスは TRV-T ふ.上び TRVSpuj分離株と 拭原性を
同じくし,上記 3分鰍株と TRV-N 分離珠とuL肘1,7･的に11なることが認められた.
7.確病葉&7薄切片の電顕徴察
擢柄 NICleveland" 全身柄井および C.qumoaのJ,.ll祁病斑盛の超滞.UJ片像についでLE
頗観察を行 った. その結果.長粒十は細胞円内に散在 (Platell,7),あるいは 列をなし
110 B没年研究
た累塊 (Pla[eH･8,9)や州 堰 ､U)縦品flJ州 た塊を働 友サるもojが鬼らかた. また躯塊し




40-50nmとに分布のrllをもつ艮jL自2櫛からF亡る刷 Tt状で ちり, その沈降定数/J':294Sと




び broadbeanyelowbandvirus(BBYBV:202nm)26'とは一 体かに 紬かい帆 小二




のものに,ブラジルで発見さ′hJHarrisonら (1966)か組告Lた CAM I/断種(52nm)15㌧
CAM 由来のn然変輿の YS分離托 (50nm)eU, カランタで 発見さ′卓LF=VH分舵抹 (46
と55nrn)13'kJ_び日本てToITlaruら31)が 4{/こコから分離Li.I_TRVの第2肝とLた分離
秩 (40-60と110nll)などが知らIしている. 後者の 2分離株の真田:､ILTは2つの艮Lさから
汰(,ており,本 ウイルス叫 Jr･の形態i上CAM分舶株､二'JillLている.そa)他にも矩粒/
の長さか 50nm前後の もo)/,あるれ それr)は納-115nma)揖粒 (-とともに存在Lてい
る15･29'.CA入用1､の沈降定数は長粒tが30()S.1再 ;.TT･,I/1159Sであるが. 本 ウイルスは
294Sと172Sで超し､がみち′れた. またチュー リップ,スイセン,-)などの 球駁加 二発
ノL:.カⅦUら.ILているTRVの触持 {･の良 さは60へ9OnmJl行酎FjrL･717･2･31'にあ り.これは本
税クF･ノカー^から分兇持 .tLl-ウイルス粒 J',よりl妄く,二の点本 ウイルスとのr抑二速いが見
られた.
据′L作について見ると.本ウイ/L,スは タ-コ,N･clevelandiL, ツルナ./dlどの 帥物に全
身感射 てえそ軌 :‡またも.Lえそ輸紋をノ=∴ イソゲ/-,メ, ササ ゲに局部感狼lて釘点状






が,CAM 分離株はタ.くコ SamsunNN の接町案に鰯 再的慾梁すると緋告されて おり20',
本 ウイルスはこllらに 全身感削 て ,-1を加点や えそ輸純を1二ザ る,YS分離株25'は N･
clevelandii,メ/くコ,ホウレソソウrLどL肘 ヒ1'E状別 坐すので, これらの州 勿にえそ斑点







に Spurが形成されず, 同一抗原性を示した. 本ウイルスと BBYBVや PEBV との相
互の血清反応訳各紬,行っていないが,_L記のJ上応結盟および TRVが BBYBVや PEBV
との間に血潜･Yc的灯緑BtJ任かないと附.-･･さ)Lている10･20･26'ことから,木ウイルスけ1血清
･tFY:的に TRVにbけ るtL.のと甘える,スイセンからの TRVN分離株に 対するiJLIl州'Jtは
本ウイルス,TRY-Sp分離昧Jl'･よび TRV-T 分雌株と)i応せず.また本ウイルス抗血帖
は TRV-N 分那株と反応Lrj:い. こ U)ことは TRVには serotypeか1-(･在し15),TRVの
分離株問に血清It羊的な1aL矧 河佐がないものが存在する3Tt5･17･22･30･31)こと,また serolype
は短粒子の長さに関係かない LS) ことなとから,木ウイルスと TRV-N/1瑚日米とのI'1砧二▲し
そのような血招fl'.的新緑関係がない系統快順 にあるように思わ′いた.
わが国で 発生が 知られているTRVと本 ウイルスとt,比較lてみると. タバコからの
TRVは都丸ら34)によって2系統即に分けられているが,そU)短粒+の長さがfj,rl即では
70-80nm,第2群では40-60nmで,本 ウイルスは後者に近い.しかし酢 ヒ性にふいて
は第2肝では アスターに LLl=色輪紋を′卜ずるので,これに えそをニトずる木ウイルスとgJ:_な
る.スイセ'/からの TRV-N分離株L7)は｣--/二+コウ,ソラマメ,DaluTaSlramonium
に全身感放し,粧粒JT-の良さが70-80nm, 7スター18)からの TRV分艶株は 7スター
に哉色輸紋を生じ,餌粒子の長さが70-80nm, タイズ23)から0_)TRV分軌株は クイズ
に全身感触し,短印.丁の長さが90nmであることなどの点,いずれも本ウイルスのごねJ-/-ヒ














幅24nmの如梓状であった. 府釈限度は 10~4-10-5, 不活化鮎rR･ほ75-80oClo介,保
存限度は 6カ月以上 (20oC)であった･油紙 した ツルナおよび N.cLevelandiの病薬,I
112 i'kq･':gT･究
0･1M りん恨緩衝液 (pH7･0)を加えて磨砕したのち,1g塩化炭鼠 TritonX-100,NaCl,
PEG処理, 分画芯L､, とらに冊 塘密度勾軌虚心分離を行って純化 ウイルスが得られた.
純化机 んの紫外汚桝馴州 線は min-248nm,max-258nm,A26｡/A,_80-1,16であった.
沈降定数は S20,W-294と172てあった. こJLを家兎に 注射 して 力価 64倍 (寒天ゲル
内拡散法)の抗血清L,作叱 した. 本uL血清は 本 ウイルス,ホウL,ソソウや タバ コからの
TRV分雌株と反応し,spurが形成されなか ったが, スイセンからの TRV-N 分離株 と
Fl上反略しなかった.また TRV-N 抗血姑は homologousな組合せでは奴応したが,本 ウ
イルスおよびか クレンソウやタバ コからの TRV分敵株とは反応しなかった.
感捌出物超薄切片のJrE朗観幣では,ウイルス陀 ｣′-は細 胞質軸 こ散在または打flt占配列集塊
として認めら:ilた.
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